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Versuche zur Verminderung der
Hitzeresistenz von Mikroorganismen?)?)

Von K. Kniewallner und O. Prindl

Bei der Haltbarmachung von Lebensmitteln hat die
Anwendung von Hitze schon von jeher eine wesentliche
Rolle gespielt. Einen entscheidenden Fortschritt brachte
aber die Entdeckung von Nicolas Appert im Jahre 1804,
wonach Lebensmittel besonders lange haltbar sind, wenn
sie unter hermetischem Abschlufl ausreichend erhitzt und
gelagert werden. Damit wurde eine Form der Lebens-
mittelkonservierung kreiert, die fiir die Losung zahl-
reicher Versorgungsprobleme auf dem Lebensmittelsek-
tor von entscheidender Bedeutung ist. Die erste Konser-
venfabrik wurde im Jahre 1820 in Boston errichtet (57).
Sie kann als der Grundstein zu einem der grofiten Indu-
strie- und Wirtschaftszweige betrachtet *werden. Der
Umfang der Konservenproduktion ist daraus zu ersehen,
daf beispielsweise im Jahre 1965 11,2 Millionen Ton-
nen Zinnblech fiir Konservendosen produziert (5) und
im Jahre 1962 allein in den USA mehr als eine Million

1) Referat, gehalten bei der 4. Arbeitstagung der Sektion
Lebensmittel tierischer Herkunft der Osterreichischen Gesell-
schaft der Tierdrzte am 13, Mai 1970 in Wien. '

?) Diese Arbeit stellt den ersten Teil eines Forschungsvor-
habens dar, das iiberwiegend aus Mitteln finanziert wird, die
vom United States Department of Agriculture unter P. L:
480 fiir diesen Zweck zur Verfiigung gestellt wurden.
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Tonnen Fleischkonserven erzeugt wurden (53). Beim
5. Weltkongref der Konservenindustrie in Wien (1967)
wurde mit Recht darauf hingewiesen, daf eine Versor-
gung der Weltbevilkerung mit Lebensmitteln ohne Kon-
serven nicht mehr zu bewerkstelligen wire. So wire eine
ausreichende Versorgung der Bevolkerung in den gro-
Ben Ballungszentren, weit entfernt von den Lebensmit-
telgewinnungs- und -produktionsstitten, ohne Konserven
kaum méglich. Dem Verbraucher kénnen in Form von
Konserven das ganze Jahr iiber auch solche Lebensmittel
zur Verfiigung gestellt werden, die nur saisonmifig an-
fallen, wie Gemiise, Obst und dergleichen, wodurch auch
Schwankungen im Preisgefiige ausgeglichen werden kén-
nen. Die Konservenindustrie erméglicht auch eine Vor-
ratswirtschaft, die Uberangebot und Mangel weitgehend
auszugleichen vermag. -

Die technische Entwicklung der Konservenherstellung
hat in den letzten Jahrzehnten grofe Fortschritte ge-
macht. Dabei ging es vor allem darum, eine bessere
Stabilitit, kleinere Verluste und geringere Beeintrich-
tigungen der Lebensmittel und damit einen hdheren Ge-
nufl- und Nihrwert zu sichern. Man konzentrierte sich
dabei vor allem auf technisch-physikalische Probleme,
wie Verbesserung des Wirmeganges bei der Sterilisa-
tion durch kiinstliche Konvektion fliissiger oder halb-
flissiger Lebensmittel oder durch Hochtemperatur-
Kurzzeit-Sterilisation, um Qualititseinbuflen, die bei
der iiblichen Konservierung bei 115 bis 121° C in Kauf
genommen werden miissen, zu verringern. Der Schwer-
punkt der Entwicklung lag also auf der Verbesserung
der physikalisch-technischen Bedingungen. Trotz aller er-
reichten technischen Fortschritte und Einhaltung kalku-
lierter ~Sterilisationswerte konnte bisher jedoch eine
absolute Sicherheit in der Konservenproduktion nicht
erreicht werden. Die Verderbnisquote bei Konserven mit
etwa 1 bis 5 Dosen pro 10 000 Einheiten ist scheinbar
gering, betrachtet man aber die enormen Produktions-
ziffern, so sind die Verluste doch noch sehr beachtlich.
Fir die Jahresproduktion von Fleischkonserven in den
USA, die ungefihr 2 Milliarden Dosen betrigt (53), be-
rechnet sich ein Verlust, der zwischen 200000 und
1000 000 Dosen liegt.



Die Sterilisationstechnik ist nunmehr so vervollkomm-
net, dafl eine beachtliche Weiterentwicklung kaum noch
vorstellbar ist und die derzeitigen® Verluste bereits als
erreichbares Minimum angesehen werden.

Die Abtdtung der Mikroorganismen bei der Konser-
venherstellung ist unter anderem von der aktuellen
Hitzeresistenz der Keime abhingig. Eine Weiterentwick-
lung wire daher auch auf dem Wege der kiinstlichen
Erniedrigung der Hitzeresistenz der in Betracht kom-
menden Mikroorganismen denkbar. Uber eine gezielte
Beeinflussung der Widerstandsfihigkeit der Mikroorga-
nismen auch im Rahmen der Lebensmittelkonservierung
wurde in der Literatur des 6fteren bereits berichtet (2,
22, 23, 28, 29, 31, 32, 35, 36, 50, 60, 61).

Bei der Einwirkung einer bestimmten Temperatur auf
eine Bakterienpopulation werden nicht alle vorhandenen
Keime gleichzeitig abgetdtet, sondern der Absterbevor-
gang stellt einen zeitlichen Prozefl dar, der durch einen
exponentiellen Verlauf gekennzeichnet ist. Als Maf} fiir
die Hitzeresistenz gilt jene Zeit, die erforderlich ist, um
bei einer gegebenen Temperatur die Anzahl der Keime
auf ein Zehntel zu reduzieren. Sie wird als D-Wert
(dezimale Reduktionszeit) bezeichnet und nach der For-

U
loga —logb
ausgedriickt, worin U die Erhitzungsdauer in Minuten,
a die Anfangskeimzahl und b die Bakterienzahl, die die
Erhitzungsdauer iiberlebte, bedeuten. Die erforderliche
Zeit, um eine bestimmte Anzahl von Mikroorganismen
abzutdten, berechnet sich dann als F =D X log a. Beide
Groflen sind von der angewendeten Temperatur ab-
hingig.

Die Hitzeresistenz von Mikroorganismen wird von
einer Reihe #uflerer Faktoren beeinfluffit. An erster Stelle
ist der EinfluR von Wasser oder der Grad der Feuch-
tigkeit zu nennen. Es ist bekannt, dafl mit zunehmender
Trockenheit die Thermoresistenz zunimmt (1, 12, 37,
39, 48, 51, 54). Beachtlich ist aber auch die Resistenz-
erhShung durch osmotischen Wasserentzug. Eine solche
ist z.B. bei der Vergirung hochkonzentrierter Zucker-
16sungen durch Hefen beobachtet worden (6, 15, 38). In
bezug auf die Hitzeresistenz ist nicht so sehr der Ge-

mel von Halvorson und Ziegler (18):D =



samtwassergehalt wesentlich, als vielmehr die Menge
Wasser, die fiir die Mikroorganismen verfiighar ist.
Diese freie Wassermenge ist proportional der sogenann-
ten Wasseraktivitit, die durch das Verhiltnis zwischen
dem Dampfdruck des fraglichen Systems und dem-
jenigen von reinem Wasser ausgedriickt wird. Man kann
also sagen, daff die Hitzeresistenz einer Keimart mit
steigender Wasseraktivitit abnimmt und umgekehrt. Da
Lebensmittel, insbesondere aber Fleischwaren, sehr hete-
rogene Systeme darstellen, ist in verschiedenen Teilen
dieser Produkte auch mit 6rtlich unterschiedlichen Was-
seraktivititen zu rechnen. Die Wasseraktivitit ist nur
ein summarischer Wert mit einem relativ groflen Streu-
ungsbereich, sie wire daher fiir die Berechnung von
Sterilisationsnormen eine unsichere Grundlage.

Von erheblichem FEinflufl ist auch der pH-Wert des
Milieus auf die Hitzeresistenz der Mikroorganismen (4,
10, 13, 27, 37, 39, 51, 54, 57). Ein geniigend saures oder
alkalisches Milieu kann allerdings auch schon ohne An-
wendung von Hitze letal wirken. Die grofte Hitze-
resistenz der Bakteriensporen liegt im pH-Bereich von
6,0 bis 8,0 und fiir Hefen und Schimmel in schwach sau-
rem Milieu (54). Viele Lebensmivtel, insbesondere auch
Fleischwaren, weisen pH-Werte auf, die zwischen pH6
und 7 liegen. Neben der pH-Wirkung spielt auch die
Art der Siuren eine Rolle. So erniedrigen bei gleichen
pH-Werten Mineralsiuren die Hitzeresistenz stirker als
organische Sduren (10, 12, 39).

Ein weiterer fiir die Lebensmittelkonservierung nicht
unbeachtlicher Faktor ist der EinfluR von Salzen (3,7,
10, 12, 13, 19, 22, 23, 29, 39, 40 60, 61). Die Wirkung
von Salzionen ist unterschiedlich. Sie kdnnen die Hitze-
resistenz erniedrigen, erhShen oder unbeeinfluflt lassen,
wobei oft die Konzentration der mafigebende Faktor ist.
Kochsalz in Konzentrationen von 2 bis 4% hat eine
Schutzwirkung gegeniiber Hitzeeinwirkung, wéhrend
Konzentrationen iiber 8% die Hitzeresistenz herabset-
zen (54). Die Resistenzinderung unter dem Einfluf von
Salzen hingt auch weitgehend davon ab, ob die betref-
fenden Salzionen eine quellende oder entquellende Wir-
kung auf die Bakterienzelle ausiiben (10, 11, 12, 22, 23,
39, 42, 48, 60, 61). Durch quellend wirkende Elektro-



lyte wird die Thermoresistenz erniedrigt, durch entquel-
lende erhdht. Einwertige Kationen wirken meist quel-
lend und damit resistenzvermindernd, wihrend zwei-
wertige Kationen, vor allem Mg und Ca, entquellend
auf das Bakterieneiweifl wirken und dadurch die Hitze-
festigkeit steigern. Nach den Untersuchungsergebnissen
sowohl von Thimann(55) als auch von Sugijama (52)
wird die Hitzeresistenz von Sporen durch Mangel an
Kalzium- bzw. Magnesiumionen verringert, dagegen er-
hohen Eisenionen die Hitzestabilitit.

Einige Salze, z. B. Nitrit, bewirken allgemein eine
Hemmung bestimmter Keime, eine spezifische Wirkung
auf die Hitzeresistenz konnte aber bisher nicht beobach-
tet werden. Nach der Arbeit von Wollmann (61) hatte
Natriumnitrit gegeniiber Salmonella typhimurium nur
eine unwesentliche und gegen Rotlauf- und Tuberkulose-
bakterien keine resistenzvermindernde Wirkung, wih-
rend Nitritpokelsalz einen resistenzerhShenden Effekt
zeigte. Michener, Thompson und Lewis (32) berichten,
dafl die Hitzeresistenz von Sporen des Clostridiumstam-
mes PA 3679 durch eine Konzentration von 3000 ppm
Natriumnitrit herabgesetzt wird.

Wollmann (61), Kotter und Terplan (23), Kelch und
Biiblmann (22), Wirz (60) und Manderscheid (29) haben
bei ihren Untersuchungen durch Natriumpyrophosphat
bzw. durch Polyphosphatpriparate eine Herabsetzung
der Hitzeresistenz bei den verwendeten Testkeimen fest-
gestellt, was auch wir in eigenen Untersuchungen bestd-
tigen konnten. Die Art der Wirkung ist derzeit noch
unbekannt, sie kdnnte ursichlich aber darauf beruhen,
dafl die Phosphate Erdalkalimetallionen binden, wo-
durch der Quellungszustand der Bakterienzellen erhdht
und damit die Hitzeresistenz vermindert wird. Wirz (60)
hat in seiner Arbeit eine Quellung des Protoplasmas
experimentell demonstrieren konnen.

Eine gewisse resistenzerhShende Wirkung wird den
Proteinen zugesprochen (1, 45). Allerdings liegen dar-
iber sich widersprechende Ansichten vor. Fest steht
lediglich, daff Bakterien in Milch bei einer bestimmten
Temperatur (60° C) langsamer absterben als in Ringer-
16sung, was mit einer gewissen Schutzwirkung der Pro-
teine erklint wird (58). Wenn jedoch Proteine iiberhaupt.



eine Schutzwirkung ausiiben, so kann dies nach den vor-
liegenden Untersuchungsergebnissen nicht auf eine ver-
dnderte Wirmeleitfihigkeit zuriickgefijhrt werden (39).
Moglicherweise spielt aber hierbei die Bindung von Was-
ser und damit eine Erniedrigung der Wasseraktivitit
eine Rolle.

Dagegen ist eine Schutzwirkung von Fetten und Olen
erwiesen, die auf die geringere Wirmeleitfahigkeit die-
ser Substanzen zurlickgefiihrt wird. Ein weiterer Faktor
sind die hydrophoben Eigenschaften der Fette und Ole,
durch welche Grenzflichenverhiltnisse geschaffen wer-
den, die den Wirmegang beeinflussen kdnnen (2, 5, 42,
48, 50, 51, 62). Bei in Fett inokulierten Keimen kann
die erforderliche Zeit zu deren Abtdtung ein Vielfaches
derjenigen im wifirigen Milieu betragen. Dies diirfte
der Hauptgrund dafiir sein, daff auch aus ordnungs-
gemifl erhitzten Konserven gelegentlich Sporenbildner
und auch nicht sporenbildende Keime isoliert werden
kénnen. Aufler der Wirmeisolierung und den hydropho-
ben Eigenschaften des Fettes werden auch freie Fett-
sduren sowie Mono- und Diglyceride fiir eine indirekte
Beeinflussung der Hitzeresistenz verantwortlich gemacht,
indem diese Stoffe das Eindringen von Mikroorganis-
men in das Fett dadurch erleichtern, dafl sie die Grenz-
flichenspannung zwischen Fett und wifiriger Phase er-
niedrigen (33). Auch die mechanische Emulgierung der
Fette wirkt in dieser Richtung (62). Da in vielen Lebens-
mitteln das Fett in Form einer Emulsion vorliegt, ins-
besondere auch in Fleischwaren, ist das Verhalten von
Mikroorganismen in Emulsionen besonders interessant.
Dariiber hinaus ist auch die Wirmeleitfihigkeit von
Emulsionen in Betracht zu ziehen, da anzunehmen ist,
dafl durch den hiufigen Wechsel von wiflriger und fet-
tiger Phase auch die Wirmeleitung gegeniiber reinem
Fett verindert ist. Allerdings liegt iiber die Wirmeleit-
fahigkeit von Emulsionen nur wenig Literatur vor, wes-
halb wir Untersuchungen dariiber eingeleitet haben.

Neben den genannten Stoffen, die im allgemeinen die
Keimabtotung erschweren, sei es, daf} sie die Wirmeleit-
fihigkeit im Milieu vermindern, oder sei es, dafl sie die
Hitzeresistenz 'der - Mikroorganismen direkt  erhéhen,
wurden auch noch bisher nicht niher definierbare



Schutzstoffe beobachtet. So wird die” steigende Hitze-
resistenz in dichten Bakterienaufschwemmungen einer
spezifischen Schutzsubstanz zugeschrieben, die durch Bak-
terien selbst ausgeschieden werden soll (20, 26, 37, 56).
Diese Stoffe lassen sich von den Kulturen abtrennen
und sollen, wenn sie anderen Kulturen zugesetzt werden,
auch bei diesen zum Teil erhebliche Resistenzsteigerun-
gen verursachen. Da in Lebensmitteln, insbesondere in
Fleischwaren, die Verteilung der Keime oft nicht gleich-
miflig ist, also nicht in allen Teilen eine gleichmifige
Keimdichte vorliegt, kénnen trotz einer geringen Gesamt-
keimdichte lokal hohe Keimdichten vorliegen, fiir welche
dann die geschilderten Bedingungen eventuell zutreffen.
Diese Moglichkeit ist neben anderen zu beriicksichtigen,
wenn kalkulierte Sterilisationswerte nicht zu dem er-
wiinschten Erfolg fiihren.

Die Hitzeresistenz von Mikroorganismen wird ‘auch
vom Alter bzw. Zustand der Zellen beeinfluflt. Zellen
aus der stationiren Phase sind wesentlich resistenter als
jene, die sich im Stadium der exponentiellen Vermeh-
rung befinden. Junge Zellen sind demnach empfindlicher
als alte (1, 37, 46). Im Hinblidk auf die Sporen hat sich
trotz vieler Versuche eine einheitliche Auffassung nicht
herauskristallisiert, so daf gegensitzliche Meinungen be-
stehen (51).

Ein fiir die Konservenherstellung beachtliches Phino-
men tst das nach dem Erhitzen zu beobachtende Latenz-
Stadium der vegetativen Keime und Sporen. Die Mikro-
organismen sind offenbar infolge einer Hitzeschiddigung
nicht in der Lage, im Lebensmittel selbst sich zu ver-
mehren bzw. auszukeimen, wihrend in optimalen Nihr-
medien und unter optimaler Temperatur die Vermeh-
rungsfahigkeit wieder zuriickgewonnen wenden kann.
Das Latenz-Stadium ist vor allem durch eine Abnahme
der Atmung der Bakterienzellen gekennzeichnet. Man
nimmt an, dafl das Latenz-Stadium einerseits durch par-
tielle Schidigung des Enzymsystems und anderseits durch
giftige Intermedidrprodukte verursacht wird.

Uber die Hitzeresistenz - von Mikroorganismen und
insbesondere auch iiber die Faktoren, welche die Hitze-
resistenz erhGhen, liegt ein umfangreiches Schrifttum
vor. Im Vergleich dazu sind nur wenige Mitteilungen



iiber eine wirksame Herabsetzung der Hitzeresistenz ge-
macht worden.

Wir filkren nun seit mehreren Jahren Untersuchungen
dariiber durch, ob durch irgendwelche Substanzen die
Hitzeresistenz von Mikroorganismen erniedrigt werden
kann. Natiirlich werden dabei in erster Linie solche
Stoffe ausgewihlt, die als Zusatzstoffe zu Lebensmitteln
tolerierbar sein konnten. Fiir Studienzwecke werden
aber auch andere Substanzen mit einbezogen. Als Kri-
terium wird vorausgesetzt, dafl die verwendeten Stoffe
nicht schon an sich Hemmstoffe sind, d. h., daf} sie inner-
halb einer bestimmten Zeit keine Hemmwirkung bei der
iiblichen Ziichtung von Bakterien entfalten. Eine strenge
Grenze 48t sich aber diesbeziiglich nicht ziehen.

Es wurden bisher iiber 40 Substanzen getestet, die
nach verschiedenen Gesichtspunkten ausgewihlt worden
waren. Eine Gruppe umfafit verschiedene Siuren, wie
Askorbinsiure, Zitrakonsiure, Elaidinsiure, Fumarsiure,
Glykolsiure, Laevulinsiure, Olsiure u. a. Die Unter-
suchungen wurden so durchgefithrt, dafl eventuelle spezi-
fische Wirkungen des Siurerestes evident wurden, also
eine reine pH-Wirkung ausgeschlossen blieb. Eine weitere
Gruppe von Substanzen bestand aus Salzen, wie ver-
schiedene Laktate, Zitrate, Azetate, ferner die Natrium-
salze der Glutaminsiure, Metaphosphorsiure sowie
Pyrophosphorsdure und auflerdem Propylgallat und
Laurylgallat. Ferner wurden auch Inosit, L-Asparagin,
Azetoin, Hylak, das ist ein Stoffwechselprodukt von
Milchsiurebakterien, dann auch bereits iibliche Zusatz-
stoffe wie Glukonsiure-d-Lakton und dergleichen ge-
priift. Schlieflich wurden auch Fermente in die Unter-
suchungen einbezogen, und zwar Zitropepsin, Hexoki-
nase, Hyaluronidase, Lysozym, Kokarboxylase, Papain,
Ribonuklease und eine Reihe proteolytischer Ferment-
gemische.

Als ‘Testkeime wurden Streptococcus faecium wund
Staphylococcus aureus SG 511 verwendet. Sc. faecium
wurde deshalb gewihlt, weil dieser Keim zu den hitze-
resistentesten vegetativen Keimen zihlt, die in Fleisch-
waren vorkommen. Staph. aureus interessierte vor allem
im Hinblick auf das Uberleben in wenig erhitzten
Fleischwaren und als Vergleichskeim.



Die Untersuchungen wurden wie folgt durchgefiihrt:
1%iger Traubenzuckerbouillon mit Bromkresolpurpur
als Indikator wurde jeweils eine bestimmte Menge einer
24 Stunden alten Testkultur zugesetzt, die unmittelbar
vorher in einem sterilen Gerit kurzfristig homogenisiert
worden war. Nach krifrigem Schiitteln wurde ein Teil
der Traubenzuckerbouillon als Kontrolle und zur Be-
stimmung der Ausgangskeimzahl verwendet, wihrend
dem iibrigen Teil die Testsubstanzen zugesetzt wurden.
Von den Kontrollen und Ansitzen wurden jeweils
2ml in Pyrex-Glasrhrchen abgefiillt, zugeschmolzen
und in einem Schiittelwasserbad verschieden lange Zeit
bei 50 bis 60° C erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurden
die Ansitze bei 37° C bebriitet. Mit den als wirksam
erkannten Substanzen wurden weitere Erhitzungsteste in
Eprouvetten durchgefiihrt und Keimzahlbestimmungen
nach dem Gufiplattenverfahren vorgenommen. Als
Nihrmedien wurden Trypton-Traubenzucker-Hefenex-
trakt-Agar, zum Teil auch Kanamycin-Agar, Thallium-
azetat-Agar u.a. verwendet. Die Nihrboden wurden
bei 37° bzw. 45° C bebriitet und weiterhin bei Zimmer-
temperatur auf Keimwachstum beobachtet.

Bei beiden verwendeten Erhitzungsmethoden wurde
jeder Ansatz 5fach vorgenommen und daraus Mittel-
werte berechnet oder notigenfalls eine Versuchsserie
mehrmals wiederholt. Beide Methoden sind nicht frei
von Storungen, insbesondere konnen bei der Erhit-
zung vermehrt Keime dann iiberleben, wenn diese iiber
dem Flissigkeitsspiegel dem Glasrand anhaften und
nachtriglich wieder in das Medium gelangen. Dieser
Mangel konnte dadurch verringert werden, dafl die-Er-
hitzung im Schiittelwasserbad erfolgte, wobei auch Un-
regelmifigkeiten im Wirmegang auszuschalten waren.
Aber auch unter diesen Bedingungen ergeben die Unter-
suchungen in zugeschmolzenen Pyrex-Rohrchen noch er-
hebliche Fehlerbereiche, da bei den angewendeten Erhit-
zungstemperaturen die totale Abtdtung und das Uber-
leben nur weniger Keime iiber einen breiten Zeitinter-
vall streuen. Zuverlissigere Ergebnisse mit besserer
Reproduzierbarkeit ergibt die Eprouvettenmethode mit
anschlieRender Keimzihlung. An Hand der ermittelten
Keimzahlen konnen Uberlebenskurven aufgestellt und
_die dezimalen Reduktionszeiten berechnet werden.
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Abb. 1. Wirkung wvon Lysozym auf die Hitzeresistenz wvon
Sc. faecium bei 55° C.

Von den gepriiften Substanzen haben einige in den
Voruntersuchungen eine Erniedrigung der Hitzeresistenz
der Testkeime bewirkt. In diesem Sinne waren insbeson-
dere Lysozym, Laurylgallat, Propylgallat, Na-Pyrophos-
phat und Na-Metaphosphat wirksam. Eine geringe Wir-
kung war auch bei Cocarboxylase und Acetoin angedeu-
tet, die Reproduzierbarkeit lieB jedoch zu wiinschen
ibrig. Eine verstirkte Wirkung war teilweise durch
Kombination der als wirksam erkannten Substanzen er-
zielt worden.

Im einzelnen konnten wir folgendes feststellen: Lyso-
zym erniedrigt deutlich die Hitzeresistenz von Sc. fae-
ciuni bei 55° C. Die dezimale Reduktion, kurz als ,D-
Wert“ bezeichnet, betrigt in diesem Falle fiir den Kon-
trollansatz 77, in Gegenwart von 0,05% Lysozym 29
und bei 0,1% Lysozym 20. Die Reduktion ist somit als
betrichtlich zu bezeichnen (Fig. 1).

Der Auflésung geht eine starke Quellung der Bak-
terienzelle voraus, die fiir sich schon ausreichen diirfre,
um die Hitzeresistenz von Sc.faecium zu verringern.
Das Aktivitdtsoptimum von Lysozym liegt bei 54° C,
wie auch Roeder und Witzhausen (43) festgestellt haben,
die die Hitzeabtstung von Mikroorganismen in Eiklar
studierven, in dem auch Lysozym enthalten ist. Bei 20° C
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Abb. 2. Wirkung von Laurylgallat auf die Hitzeresistenz von
Sc. faecium bei 55° C.

konnte man im Verlaufe einiger Stunden keine Beein-
trachtigung der Keime beobachten.

Fine gute Wirkung zeigte auch Laurylgallat, insbeson-
dere bei einer Konzentration von 0,02%. Der D-Wert
betrug hierbei 25, bei 0,01% Laurylgallat aber noch 57,
wihrend die Kontrolle einen D-Wert von 76 aufwies
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Abb. 3. Wirkung von Laurylgallat (0,02%) anf die Hitze-
resisténz von Sc. faecium bei verschiedenen Temperaturen.



(Fig. 2). In bezug auf die Wirksamkeit bei verschiedenen
Temperaturen wurde festgestellt, da bei 50° C kein
Effekt vorhanden war, wihrend bei 55° C eine ausge-
prigte Wirkung vorlag. Bei 60° C war zwar der Unter-
schied noch deutlich, die D-Werte sind aber in dem be-
obachteten Zeitraum im Vergleich zur Kontrolle nicht
mehr beachtlich, was besagt, dafl bei 60° C die Test-
keime auch in Abwesenheit von Laurylgallat relativ
rasch reduziert werden (Fig. 3). Im Verlaufe einer mehr-
tigigen Einwirkung bei Zimmertemperatur war ein
Effekt gegeniiber Sc. faecium mnicht zu beobachten.
Laurylgallat ist nur wenig wasser-, jedoch gut fettléslich.
Es wird als Antioxydans in der Lebensmittelindustrie
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Abb. 4. Wirkung von Na-Pyrophosphat anf die Hitzeresistenz
von Sc. faeciuin bei 55° C.

verwendet. Bei Untersuchungen, die spiter durchgefiihrt
wurden, traten mach Zusitzen von Laurylgallat und
auch Propylgallat zu fliissigen und festen Emulsionen
schwach graue bis zart bliuliche Farbanomalien auf.

Die Literaturberichte, wonach Pyrophosphat die Hitze-
resistenz von Mikroorganismen erniedrigt, konnten wir
auch fiir Sc. faecium bestitigen. Allerdings bleibt die
Wirkung hinter derjenigen von Lysozym und Lauryl-
gallat zuriick. Die D-Werte betragen hier nur 51 bei der
niedrigeren und 35 bei der héheren Konzentration.
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Abb. 5. Wirkung von Na-Metaphosphat auf die Hitzeresistenz
von Sc. faecium bei 55° C.

Ahnliche Ergebnisse waren auch mit Na-Metaphosphat
zu erzielen (Fig. 4 und 5). Beide Phosphate beeintrich-
tigten Sc. faecium weder bei 20° C noch bei 37° C.

In weiteren Untersuchungen wurde die Wirkung von
Kombinationen der genannten Substanzen gepriift, und
zwar wurden jeweils Lysozym und Laurylgallat zusam-

log S_’../ml

o Kontrolle

e 02°% N34P207 + 0.01 % Laurylgallat
a 0.05%

| 027 Na,P0, + 0.1 %% Lysozym

! 10° 2.0 [ ) 40 S‘b gi) 7’0 $ Q0 min,
Abb. 6, Wirkung won Laurylgallat und von Lysozym jeweils
in Kombination mit Pyrophosphat auf die Hitzeresistenz von
Sc. faecium bei 55° C.



men mit Pyrophosphat angewendet. Dabei stellte sich
heraus, daff Pyrophosphat die Wirkung von Lysozym
bzw. Laurylgallat synergistisch verstirkt. Die D-Werte
liegen, wenn man die angewendete Konzentration dieser
Substanz beriicksichtigt, signifikant unterhalb derjenigen
von Lysozym bzw. Laurylgallat allein (Fig. 6). Durch
die Kombination mit Pyrophosphat kann also mit er-
heblich geringeren Konzentrationen an Lysozym und
Laurylgallat ein beachtlicher Effekt erreicht werden.
Die kombinierte Anwendung von Lysozym und Lauryl-
gallat hat jedoch keine verstirkte Wirkung erkennen
lassen.

Wie bereits erwihnt, wurden auch mit Staph. aureus
SG 511 Untersuchungen durchgefithrt. Eine besondere
Schwierigkeit ist dadurch gegeben, dafl Staph. aureus sehr
hitzeempfindlich ist und daher nur in einem sehr engen
Temperaturbereich Unterschiede evident werden. Als
zweckmifige Erhitzungstemperatur hat sich eine solche
von 50° C erwiesen. Bemerkenswert ist die Beobachtung,
dafl weder Lysozym noch Laurylgallat die Hitzeemp-
findlichkeit von Staph. aureus wesentlich beeinflufit hat.
Die D-Werte der Versuchsserie lagen zwischen 20 und
35, wihrend die Kontrollen D-Werte von 30 bis 40 auf-
wiesen. Der Unterschied ist somit nur geringgradig. Da-

log Staph/ml
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Abb. 7. Wirkung wvon Lysozym  sowie von Lysozym plus
Pyrophosphat auf die Hitzeresistenz von Staph. aureus SG 511
bei 50° C. ’ :



gegen war mit der Kombination von Lysozym und
Pyrophosphat auch bei Staph. aureus eine deutliche Sen-
sibilisierung der Keime zu beobachten (Fig. 7). Die
D-Werte betragen fiir .diese Kombination etwa 10, wih-
rend sie fiir Lysozym allein um 20 und fiir Kontrollen
zwischen 30 und 40 liegen.

Im Rahmen anderer Untersuchungen wurde das Ver-
halten von Mikroorganismen gegeniiber Erythrozyten-
extrakten studiert. Die Extrakte wurden mit verschie-
denen Extraktionsmitteln, wie Azeton, Chloroform,
Athanol und Methanol hergestellt. Diese Extrakte wur-
den auch in Erhitzungsversuchen auf ihre Wirkung bei
verschiedenen Testkeimen iiberpriift. Dabei wurde fest-
gestellt, daf bestimmte Extrakte ebenfalls die Ab-
totungsquote von Sc. faecium erhShen (Fig. 8). In

log Sc./mL
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o ohne

A mit 0016 | Erythrozyten—
A mit 0.16 % | extrakt

v mit 1.6 %
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Abb. 8. Wirkung wvon Erythrozytenextrakt aunf die Hitze-
resistenz von Sc. faecium bei 60° C.

Gegenwart von Erythrozytenextrakten erhitzte, jedoch
iiberlebende Streptokokken wiesen auch eine wesentlich
lingere Erholungsphase auf als diejenigen aus den Kon-
trollansitzen. Auch davon kann eine stirkere Hitze-
schidigung abgeleitet werden. Moglicherweise handelt
es sich dabei um enzymatische Wirkungen. Die Versuche
wrarden nach fortoecetzt.



Tab. 1. Dezimale Reduktion (D-Werte) von Sc. faecium bzw.
Staph. aureus bei Erbitzungsversuchen.

Sc. faecium (55° C):

Kontrollen: 76—101
Lysozym 0,05% 29
Lysozym 0,1 % 20
Laurylgallat 0,01% 57
Laurylgallat 0,02% 14—25
Na-Pyrophosphat 0,2 % 52
Na-Pyrophosphat 0,5 % 35
Na-Metaphosphat 0,2 % 51
Na-Metaphosphat 0,5 % 50
Pyrophosphat 0,2 %

+ Lysozym 0,05% 23
Pyrophosphat 0,2 %

+ Lysozym 0,1 % 18
Pyrophosphat 0,2 %

+ Laurylgallat 0,01% 14
Staph. aureus (50° C):

Kontrollen: 27—40
Lysozym '0,05% 21
Lysozym 0,1 % 23
Pyrophosphat 0,2 %

=+ Lysozym 0,05% 11
Pyrophosphat 0,2 %

+ Lysozym 0,1 % 7

Eine Ubersicht {iber die D-Werte der Untersuchungen
gibt die Tabelle 1.

Von den Ergebnissen dieser Untersuchungen kann ab-
geleitet werden, dafl die Hitzeresistenz von Mikro-
organismen durch geeignete Substanzen erniedrigt wer-
den kann. Es bleibt allerdings noch zu priifen, ob dies
auch unter den Milieubedingungen méglich ist, wie sie
in Lebensmitteln verschiedener Art gegeben sind. Fiir
Natriumpyrophosphat wurde diesbeziiglich allerdings
schon der Beweis durch Wollmann (61) fiir Fleischwaren
und spiter durch Ruf (44) bei Schmelzkise erbracht.
Fernziel der Arbeit ist es, durch wirksame und unschid-
liche Substanzen mit relativ niedrigen Erhitzungstempe-
raturen und annehmbaren Erhitzungszeiten bei Lebens-



mitteln einen verbesserten Konservierungseffekt zu
erzielen. Wir denken dabei nicht so sehr an die her-
kommliche Konservenherstellung, da bei Konserven, die
fiir eine lange Lagerung bestimmt sind, neben den
Mikroorganismen auch die vorhandenen Enzyme weit-
gehend inaktiviert werden miissen. Eine gewisse Stabili-
sierung wire aber auch hierbei vorstellbar. Als eigent-
liches Anwendungsgebiet kimen vor allem jene Fleisch-
waren in Betracht, die in wasserdampf- und nahezu
gasundurchlissigen Umhiillungen erhitzt und in Verkehr
gebracht werden, also jene Produkte, die als konserven-
ihnliche Lebensmittel zu bezeichnen sind. Da Fleisch-
waren mit solchen Umbhiillungen wegen der zu gerin-
gen Druckfestigkeit in gewohnlichen Autoklaven nicht
sterilisiert werden konnen, wiirde durch eine gezielte
Erniedrigung der Hitzeresistenz der vorhandenen Mikro-
flora die Stabilitdt solcher Produkte wesentlich erhdht
werden konnen. Ob dies auf dem aufgezeigten Wege
moglich sein wird, muf sich aber erst noch erweisen.

Zusammenfassung

Es wurden bisher iiber 40 verschiedene Substanzen auf
eine thermoresistenzvermindernde Wirkung gegeniiber
Sc. faecium und- Staph. aureus SG 511 gepriift. Die Er-
hitzungstemperaturen der in Traubenzuckerbouillon ge-
testeten Keime betrugen 50 bis 60° C. Lysozym in Kon-
zentrationen von 0,1 und 0,05%, Laurylgallat und
Propylgallat in Konzentrationen von 0,02 und 0,01%,
Na-Pyrophosphat und Na-Metaphosphat in Konzentra-
tionen von 0,5 und 0,2% sowie Kombinationen von
Lysozym und Pyrophosphat bzw. Pyrophosphat und
Laurylgallat lieRen einen resistenzmindernden Effekt
gegeniiber Sc. faecium erkennen. Mit Erythrozyten-
extrakten durchgefithrte Versuche hatten ebenfalls eine
sensibilisierende Wirkung auf Sc. faecium gegeniiber
thermischen Einfliissen. Staph. aureus wurde bei einer
Temperatur von 50° C weder durch Lysozym noch durch
Laurylgallat wesentlich beeinflufit. Jedoch war durch die
kombinierte Anwendung von Lysozym und Pyrophos-
phat eine deutliche Sensibilisierung der Keime zu be-
obachten.



Summary

Kniewallner, K., and Prindl, O.: Studies on the Reduction
of Thermal Resistance of Microorganisms.

Experiments were conducted to study the effect of various
substances on the heat resistance of Sc.faecium and Staph.
aureus SG 511. Tests organism were cultured in glucose broth
and exposed to temperatures ranging from 50° to 60° C. Re-
duction of heat resistance of Sc.faecium was obtained with
the use of following substances: lysozyme in a concentration
from 0,1 to 0,05%; lauryl gallate and propyl gallate in a
concentration from 0,02 and 0,01%; sodium pyrophosphate
and sodium methaphosphate in a concentration of 0,5 and
0,2%; lysozyme and pyrophosphate, and pyrophosphate and
lauryl gallate in combination. Erythrocyte extract also increas-
ed the sensitivity of Sc. faecium to heat. At 50° C, lysozyme
and lauryl gallate alone failed to produce appreciable effect
upon Staph. aureus. On the other hand, significant reduction
of thermal resistance of the germs was obtained with the
use of lysozyme and pyrophosphate in combination.
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